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RESUMEN 
 
 
Se le determino la actividad antioxidante por los métodos de radical libre DPPH* y 
ABTS*+  de los extractos de hojas en éter de petróleo, diclorometano, acetato de 
etilo y etanol de las hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd  
 
Las concentraciones usadas fueron 12.5, 25, 62.5, 125 y 250 mg/L de metanol, 
presentando mayor actividad antioxidante por el método DPPH* y ABTS*+ el 
extracto etanol con un IC50 de 2.34 mg/L por el ensayo de DPPH* y 8.63 mg/L 
para el ensayo de ABTS*+ respectivamente, siguiéndole el extracto acetato de etilo 
6.32 mg/L, por el método ABTS*+.  Igualmente se evidenció esto por el método de 
DPPH* con IC50 de 0.43 mg/L’ la capacidad antioxidante comparada con la del 
ácido ascórbico es un 48.87% menor, pero es mejor que la de la Rutina con un 
40%. 
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
 
Los productos naturales provenientes de plantas son valorados por el hombre 
como fuente de principios activos para uso medicinal (Farnsworth et al., 1992), 
debido a sus constituyentes químicos, generalmente metabolitos secundarios (Bye 
et al, 1992), que en la naturaleza funcionan como defensa química contra 
herbívoros. 
 
El Diplostephium phylicoides prospera en la zona Cundinamarca del país y que 
pueden ser una especie potencialmente utilizada. Este trabajo busca desarrollar el 
estudio fitoquímico de las hojas de ésta especie, para determinar si los metabolitos 
secundarios presentan actividad antioxidante. 
 
Por estas razones expuestas, se generó la necesidad de investigar la actividad 
antioxidante de estos metabolitos secundarios en los extractos de las hojas de 
esta planta. 
 
Ante ello, ésta investigación se enfocó en la evaluación de antioxidantes de 
extractos totales con solventes de diferente polaridad de las hojas de la especie 
vegetal de la Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, mediante métodos de 
actividad antioxidante vía atrapamiento de radicales cromóforos como son: el catión 
radical del ácido 2,2’-azino-bis-(3-etiltiazolina-bencenosulfónico-6) (ABTS*+.) y el 
2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH*), mediante el uso de la técnica 
espectrofotométrica UV-VIS (Ultravioleta-Visible) 
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2. INTRODUCCIÓN 
 
Han pasado más de 250 años desde que se inició la química de productos 
naturales y sin embargo, sólo alrededor del 10% de las más o menos 500.000 
especies de plantas que viven sobre la Tierra han sido estudiadas en busca de 
principios activos. Frecuentemente cuando se estudia una planta a la que se le 
atribuyen propiedades medicinales, no se logra aislar el principio activo, quizá 
porque éste es lábil en estado puro o quizá porque su actividad sólo se presenta 
en conjunto con otros componentes de la planta (Romo, A.; 1996). 
 
Los antioxidantes naturales presentes en las plantas han cobrado gran interés en 
las últimas dos décadas puesto que el estrés oxidativo (un desbalance entre las 
sustancias oxidantes y prooxidantes) está implicado en un gran número de 
afecciones de la salud. Se ha demostrado que el daño oxidativo causado por los 
radicales libres está relacionado con una amplia gama de enfermedades y 
desordenes incluyendo: fallo cardíaco, inflamaciones, cataratas, daños celébrales, 
entre otros (Youngson, 2003). 
 
Uno de los segmentos de importancia a nivel internacional es la búsqueda y 
producción de compuestos antioxidantes de origen natural y obtención paralela 
mediante síntesis química a nivel industrial para satisfacer la demanda de 
bienestar de una comunidad o país, ya que prevenir el deterioro a causa de 
factores exógenos como temperatura, contaminantes y oxigeno, entre otros, en el 
deterioro de alimentos, fármacos y en diversas materias primas usadas a nivel 
industrial, es imperativo; y así nuevas sustancias con actividad antioxidantes para 
prolongar la vida útil de estos. 
 
Del género Diplostephium, se han identificado en gran abundancia los flavonoides 
y triterpenos y/o esteroides, actividad antibacterial y quinonas en escasa cantidad. 
(Autor: Ávila Liliana, Baquero Eduard, Viña Amparo Y Murillo Elizabeth – 2006) 
 
Son muy pocos los estudios químicos realizados con plantas del género que nos 
ocupa y casi ninguno relacionado con actividad biológica. Este parece ser el 
primer reporte, hasta la fecha conocido, de actividad antibacteriana in vitro para 
Diplostephium tolimense. 
 
Los antioxidantes derivados de las plantas desde el punto de vista fitoquímico 
pueden ser taninos, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, xantonas, ácidos 
fenólicos, flavones, flavonoles, catequinas, antocianinas y proantocianinas los  
cuales debido a sus propiedades redox pueden actuar como donadores de 
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hidrógenos y de esta manera prevenir o retrasar el desarrollo de enfermedades 
degenerativas. (Marwah et al., 2007) 
Por ésta razón, el objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antioxidante de 
las hojas de la especie vegetal Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, por los 
métodos de decoloración de los radicales ABTS*+ y DPPH*. 
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2.1  JUSTIFICACIÓN 
 
El género Diplostephium contiene cerca de 110 especies de las cuales 63 se 
encuentran en Colombia (Vargas, O. M. & S. Madriñán 2006); dentro del cual la 
mayoría se encuentra en la cordillera oriental donde se ha registrado hasta el 
momento 33 especies, Entre su relieve se destaca el altiplano cundiboyacense 
posee una gran variedad de especies vegetales, de las cuales muchas son de uso 
común en las veredas aledañas en donde se les da uso principalmente medicinal.  
 
En los últimos años, las tendencias es la búsqueda de compuestos que contengan 
propiedades medicinales a través de productos de origen natural. Por otra parte, la 
introducción de nuevos productos de origen natural, en el ámbito de la 
investigación fitoquímica, ha generado un crecimiento en el tratamiento de 
enfermedades debido a su amplio uso, para ello es necesario seguir investigando 
especies que contribuyan al desarrollo de nuevos recursos para la obtención de 
fitofármacos. 
 
Esto implica encontrar especies vegetales que presenten actividad biológica para 
ser aprovechada.  Se decide investigar la acción antioxidante del Diplostephium 
Phylicoides (Kunth) Wedd, obteniendo los extractos por extracción fraccionada con 
solventes de diferentes polaridades a través de sus hojas, para posible aplicación 
en el campo de la medicina y la farmacología.  
 
La presente investigación se orienta para el conocimiento fitoquímico de la especie 
vegetal Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd 
 
Se contribuirá con información básica y aplicada que podrá ser aprovechada por 
grupos de investigación multidisciplinarios para la obtención de productos 
sostenibles de los recursos naturales fitoterapéuticos. Con esta investigación se 
espera haber validado el uso de la especie Diplostephium phylicoides (Kunth) 
Wedd como fuente de antioxidantes. 
 
2.2  Delimitación 
 
En respuesta ha esta situación se delimito la presente investigación en la cual se 
estudiaron los extractos de diferentes polaridades de hojas de la especie vegetal 
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd., obtenidas por el grupo de investigación 
de productos naturales PRONAUDCA y la Facultad de Ingeniería Ambiental de la 
Universidad El Bosque; se determinó por los métodos de decoloración del radical 
DPPH*  y método de decoloración del radical ABTS*+ la capacidad antioxidante de 
extractos de los extractos de hojas de la planta en estudio. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. OBJETIVO GENERAL 
 
Evaluar la actividad antioxidante (AA) a extractos totales obtenidas de hojas de la 
especie vegetal Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd.  
 
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 
 Obtener los extractos de diferente polaridad de las hojas Diplostephium 
phylicoides (Kunth) Wedd 
 
 Determinar por método de radicales libres - DPPH* la actividad antioxidante 
de los extractos de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd 
 
 Determinar por método de decoloración del radical ABTS*+ la actividad 
antioxidante de los extractos de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) 
Wedd 
 
 Comparar los dos métodos de actividad antioxidante. 
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4. MARCO DE TEÓRICO 
 
 
4.1 Familia Compositae (Asteraceae) 
 
La familia Asteraceae o Compositae se distribuye en todos los continentes, 
excepto en el Antártico, y comprende cerca de. 24000 especies, por lo cual es 
considerada la familia de plantas con mayor número de especies descritas en el 
planeta. Entre las Asteraceae no existen especies marinas y la acuáticas 
dulceacuícolas muy escasas; suelen ser abundantes en zonas montañosas y 
zonas áridas, mientras que son escasas en las selvas tropicales bajas (Cabrera 
1978). La familia Asteraceae comprende 1535 géneros agrupados 17 tribus en 
tres subfamilias y, mientras que la clasificación recientemente propuesta por (Funk 
et al. 2009), con base en caracteres morfológicos y moleculares, reconoce 1600-
1700 géneros, 43 tribus y doce subfamilias. 
 
4.1.1 Habitats 
 
La familia está distribuida en todo el planeta, por lo tanto está considerada como 
cosmopolita, donde las especies de esta gran familia se encuentran desde zonas 
frías, templadas, sub-tropicales, hasta zonas tropicales. Se encuentran 
especialmente en regiones áridas, semiáridas abiertas y regiones montañosas de 
latitudes tropicales. 
 
4.1.2 Genero Diplostephium  
 
El género Diplostephium contiene cerca de 100 especies de las cuales 63 se 
encuentran en Colombia. Se presenta una clave dicotómica para las especies de 
Diplostephium en Colombia con base en las series tratadas por Cuatrecasas para 
su clasificación. Se incluyen en estas divisiones aquellas especies sin serie 
asignada. (Vargas, O. M. & S. Madriñán 2006). 
 
Este género de Diplostephium phylicoides es una especie de arbusto, de 0.5 a 
1.5m de altura; las hojas son sésiles y/o articuladas, ovadas a lanceoladas, cuya 
lamina es de 5.2 a 11mm de longitud y de 2 4.8mm de ancho; los capítulos 
presentan involucro de 5 a 6mm de largo, infundibuliforme, entre 3 y 4 seriado; las 
lígulas son de 1.4 a 1.5cm de largo de color morado, glabras, de 1.2 a 1.6mm de 
ancho, y de forma elíptica. Los flósculos son de 3.2 a 4.8mm de largo, de color 
morado oscuro. (León, O. A 2012)  
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4.1.2.1 Etimología 
 
Diplostephium proviene del griego Diplo que significa doble y Stephanos que 
significa corona, lo cual hace referencia a los filamentos  
 
4.1.2.2 Propiedades biológicas del género Diplostephium 
 
A través de este estudio se encontró que Diplostephium tolimense presenta 
actividad antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus aureus, así como también 
que dicha actividad se incrementó a medida que se simplificó químicamente el 
extracto total. La identificación de compuestos del tipo flavonoide y triterpenos y/o 
esteroides en el vegetal, revelan la conexión entre la actividad determinada y su 
composición química.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ET.: extracto total. S.E. AcOEt: Subextracto acetato de etilo. F: fracción. F.S.: Fracción simple, (-): 
No detectado, (+): poca cantidad, (++): Buena cantidad, (+++): Muy abundante.  
 
Tabla 1. AFDP de extractos totales y fracciones màs activas de D. tolimense. (Autor: Ávila Liliana, 
Baquero Eduard, Viña Amparo Y Murillo Elizabeth – 2006) 
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A partir de un extracto etanólico crudo, y mediante partición biodirigida, se obtiene 
la fracción más simple de mayor actividad frente a Staphylococcus aureus (ATCC 
25923). Paralelamente se realizan análisis fitoquímicos a las porciones de mayor 
bioactividad obtenidas durante todo el proceso. Se observa que la acción 
antibacteriana se incrementa al aumentar la simplicidad química del extracto, y 
que terpenos y flavonoides parecen estar relacionados con la acción revelada. Se 
trata del primer reporte, hasta la fecha conocido, de actividad antibacteriana in 
vitro para D. tolimense. (Ávila Liliana, Baquero Eduard, Viña Amparo Y Murillo 
Elizabeth – 2006) 
 
4.1.2.3 Propiedades quimicas de las Diplostephium 
El exudado resinoso de Diplostephium cinereum se obtuvo mediante la inmersión 
del material vegetal fresco (85g) en CH2CI2 a temperatura ambiente. A partir del 
extracto CH2CI2 se aislaron e identificaron por comparación con los compuestos 
estándar de cuatro flavonoides y su espectroscópico (FTIR, 1H RMN, VIS - UV) de 
datos. Los compuestos identificados fueron: 5,7,4'–trihydroxyflavanone ( 
Naringenina ), 5,7-dihidroxi- 4'metoxiflavanona ( isosakuranetin ) , 5,7,3 ', 4'- 
tetrahydroxyflavanone ( Eriodictiol ) y 5,7,4' - trihidroxi - 3,3'- dimetoxiflavona ( 3,3'- 
dimethylquercetin ). Además también se aislo dos benzodihidrofuranos. Sus 
estructuras fueron determinadas por espectroscopía de alta resolución como: 13-
(2-metilpropanoiloxi) toxol (2) y 13[(R)-3-hidroxi-3-fenilpropanoiloxi] toxol (3). (A. 
Urzúa, L. Andrade, E. Muñoz, M. E. Rodriguez and E. Belmonte, 1997) 
Dlplostephzum meyenzz II, se determino un nuevo diterpeno lactona. Derivados 
de geraniol geranilo. Se extrajeron con petrol – Et2O, MeOH. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imagen 1. Diterpeno Lactonaderivados de geraniol geranilo. (Autor: M. Biitner,* A. Schuster and J. 
Jakupovic 1991) 
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4.1.2.4 Ensayos de antioxidantes sobre el género 
Diplostephium 
 
Del género Diplostephium no se han desarrollado pruebas para la identificación de 
la actividad antioxidante, se han identificado compuestos que son antioxidantes 
como los flavonoides encontradas en el Diplostephium tolimense y Diplostephium 
cinereum y diterpenos en Dlplostephzum meyenzz II 
 
4.1.2.5 Descripción taxonómica 
 
Reino                 Plantae 
Phylum                Magnoliophyta  
Clase                        Magnoliopsida 
Orden                Asterales 
Familia                Asteraceae  
Género                Diplostephium 
Epíteto Específico               phylicoides 
Autor Epíteto Específico     (Kunth) Wedd. 
Especie                Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imagen 2. Fotografía tomada por el autor en Guasca 4º50´44´´N 73º48´2´´O´ 
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4.1.2.6 Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd. 
 
Diplostephium es un género suramericano de la familia Asteraceae, Este género 
cuenta con cerca de 110 especies que se distribuyen en zonas de alta montaña 
desde Venezuela hasta Chile, con excepción de dos especies en Costa Rica. 
Colombia es el país más rico con 63 especies (Vargas, O. M. & S. Madriñán 
2006); y cerca de 45 especies se encuentran reportadas para los páramos 
colombianos. El género Diplostephium corresponde principalmente a arbolitos, 
arbustos o subarbustos que casi siempre tienen aroma a trementina y tomento 
blanquecino en el envés de las hojas. Las hojas son simples y alternas, cuyo 
margen suele ser revoluto por lo menos en la base y entero. Los capítulos de las 
especies del genero son radiados o aparentemente discoides con las lígulas 
incluidas. Diplostephium phylicoides, también conocida como “romero”, es una 
especie que esta reportada exclusivamente para Colombia (Luteyn & Churchill 
1999) y cuya distribución se da principalmente en el departamento de 
Cundinamarca. Esta especie es casi exclusiva de los páramos de Cundinamarca, 
donde es muy frecuente en altitudes comprendidas entre los 2800 y los 3500 m, 
pudiendo alcanzar altitudes de 4000 m. 
 
4.1.2.7 Antecedentes 
 
Se encuentra información acerca de un estudio FITOQUIMICO de las partes 
aéreas de la planta Diplostephium phylicoides (HBK) Wedd, en el cual se 
identifican los metabolitos secundarios presentes en ella. Se aislaron tres 
triterpenos. Un isómero del UVAOL, un isómero del ACETATO DE BAURENOL y 
un isómero de la FRIEDELINA, TRES FLAVONOIDES sorbifolina, GENKWANINA 
y QUERCETINA, un alcohol EICOSAINOL, y dos quinonas; FISCION y otra aún 
no identificada. Los compuestos fueron aislados e identificados por técnicas 
cromatograficas y métodos espectroscópicos respectivamente. (Rodriguez, O. E. 
Bogota 1991) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imagen 3. Diplostephyum phylicoides. Tomado flora de la real expedicciòn Botanica del 
nuevo reino de granada 1939. 
 
 
 
12 
 
 
4.2 Radicales 
 
Un radical libre (RL) es una especie química que tiene en su estructura uno o 
más electrones desapareados, lo que lo convierte en un compuesto altamente 
inestable y fugaz, con una gran capacidad de formar otros radicales libres por 
reacciones químicas en cadena (Halliwell,  B. and Gutteridge. J.M.C, 2007).  Una 
vez generados los radicales libres éstos se aparean rápidamente el electrón 
desapareado, uniéndose a otro radical, ya sea cediendo o arrancando un 
electrón a una estructura molecular adyacente no radical, con el fin de 
estabilizarse. 
 
Los RL’s se sintetizan fisiológicamente en el organismo humano como parte del 
metabolismo energético, pero la producción se incrementa frente a diferentes 
agresiones como infecciones, ejercicio físico extremo, dietas desequilibradas, 
tóxicos alimentarios y contaminantes ambientales entre otros.   Los radicales son 
capaces de dañar, de forma reversible o irreversible, todo tipo de compuestos 
bioquímicos, incluyendo ácidos nucleicos, proteínas y aminoácidos libres, lípidos, 
carbohidratos y macromoléculas.   Los ácidos grasos poli-insaturados son 
altamente sensibles al ataque de los radicales libres; éstos radicales pueden 
alterar la actividad celular, tanto a nivel de membranas como del metabolismo y 
expresión génica (Valco, M. et al. 2007). 
 
Desde el punto de vista médico, hay interés principalmente en dos radicales: el 
hidroxilo OH• y el radical superóxido O2•- ; estos pueden atacar y dañar casi 
cualquier molécula presente en el cuerpo. Son tan activos que, una vez formados 
solo trascurre una fracción de tiempo para reaccionar y formar un radical estable, 
pero inmediatamente la molécula atacada forma un nuevo radical libre (Festy, 
2007). 
 
Las formas en las que actúa un radical en un sistema biológico, son por medio de 
los procesos oxidativos, cabe señalar que la oxidación de moléculas biológicas no 
siempre es un proceso dañino. Hay algunas funciones fisiológicas, que dependen 
de la formación de productos oxidados, por ejemplo los resultados de la oxidación 
lipídica enzimática en la formación de prostaglandinas biológicamente activas y 
otros compuestos biológicamente activos, etc. Sin embargo, “el cóctel de radicales 
libres'' puede ser una causa de potentes eventos dañinos, y por lo tanto, el 
organismo tiene que desarrollar potentes sistemas de protección anti-radical. 
Tradicionalmente, estos sistemas se denominan sistemas antioxidantes. (Yu, 
2008) 
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4.3 Antioxidantes 
 
El término antioxidante fue utilizado originalmente para referirse específicamente 
a un producto químico que previniera el consumo de oxígeno. A finales del 
siglo XIX y a principios de siglo XX, extensos estudios fueron dedicados a las 
aplicaciones de antioxidantes en importantes procesos industriales, tales como la 
prevención de la corrosión del metal, la vulcanización del caucho, y la 
polimerización de combustibles en la formación de escoria en motores de 
combustión interna (Matill, H.A. 1947). 
 
Por antioxidante se entiende como: toda sustancia que hallándose presente a 
bajas concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable (biomoléculas), 
retarda, inhibe o previene la oxidación de dicho sustrato; y desde el punto de vista 
biológico es: todo compuesto que protege los sistemas vivos de los agentes que 
causan deterioro oxidativo” (Halliwell, B. and Gutteridge. J.M.C. 2007). Los 
antioxidantes son ampliamente utilizados como ingredientes en suplementos 
dietéticos con la esperanza de mantener la salud y de prevenir enfermedades 
tales como el cáncer y la cardiopatía isquémica.  Además de estas aplicaciones 
en medicina los antioxidantes tienen muchas aplicaciones industriales, tales como 
conservantes de alimentos, de cosméticos y la prevención de la degradación del 
caucho y la gasolina (Castro Dantas, T.N. et al. 2003; Huang, D. et al. 2005). 
 
Aunque las reacciones de oxidación son cruciales para la vida, también pueden 
ser perjudiciales; por lo tanto las plantas y los animales mantienen complejos 
sistemas de múltiples tipos de antioxidantes, tales como glutatión, vitamina C, y 
vitamina E, así como enzimas tales como la catalasa, superóxido dismutasa y 
varias peroxidasas.  Los niveles bajos de antioxidantes o la  inhibición de  las 
enzimas  antioxidantes  causan estrés oxidativo y pueden dañar o matar las 
células (Vickers, T. 2007). 
  
El estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis de muchas enfermedades 
humanas, es por ello que el uso de antioxidantes en farmacología es estudiado de 
forma intensiva, particularmente como tratamiento para accidentes 
cerebrovasculares y enfermedades neurodegenerativas (Sies, H. 1997).   Sin 
embargo, se desconoce si el estrés oxidativo es la causa o la consecuencia de 
tales enfermedades. 
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4.3.1 Sistemas antioxidantes 
 
Los sistemas antioxidantes, son usados en el sistema fisiológico como protección 
de radicales, donde se encuentran numerosos compuestos de diversas 
estructuras, como enzimas antioxidantes (superóxido dismutasa, catalasa, 
peroxidasa, etc.), antioxidantes endógenos de bajo peso molecular (glutatión, 
ácido úrico, etc.), antioxidantes exógenos. 
 
4.3.2 Clasificación de los antioxidantes 
 
No hay establecido un criterio único para la clasificación de los antioxidantes, 
por que varios de ellos actúan por diversos mecanismos. La literatura reporta 
varias formas de clasificación a saber: 
 
 
4.3.2.1 Clasificación según fuente de origen 
 
En ésta clasificación encontramos los AO’s naturales y los AO’s sintéticos. Los 
antioxidantes naturales se extraen de plantas y animales. Entre los 
antioxidantes de origen natural se destacan los carotenoides y los polifenoles 
como los ácidos fenólicos, flavonoides, ácidos hidroxibenzoícos y ácidos 
hidroxicinámicos (Tsao, R. and Dengb. Z. 2004) y, los antioxidantes sintéticos 
que en su mayoría son compuestos fenólicos con varios grupos alquilo, como 
el butil-hidroxianisol (BHA), butil- hidroxitolueno (BHT), ter-butil-hidroquinona 
(TBHQ) y propilgalato (PG); donde la estructura de éste tipo de compuestos 
permite donar un protón a un radical libre (Ramalho, V.C. and Jorge, N. 2006). 
 
4.3.2.2 Clasificación según modo de acción 
 
En ésta clasificación se agrupan los antioxidantes como preventivos, 
bloqueadores de cadena (secuestradores de radicales) y de reparación. (Ver 
Tabla). 
 
Clase Modo de Acción 
Antioxidantes preventivos 
Quenchers o desactivadores de 1O2, 
Quelantes. Reductores. 
Bloqueadores de cadena 
Quenchers o atenuadores de radicales, 
Scavengers o secuestradores de radicales 
Tabla 2. Clasificación de antioxidantes según origen. (Fuente: Autor) 
 
Los antioxidantes preventivos intervienen en la etapa de iniciación del proceso 
de oxidación. Los llamados Quenchers actúan cuando el proceso es 
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catalizado por sustancias capaces de excitar el oxígeno molecular disponible 
hasta su estado singulete, durante la colisión molecular entre el excitador o el 
1O2 con el desactivador (quenchers); el exceso de energía es transmitido al 
medio en forma de calor sin que haya lugar a transformaciones estructurales 
en la molécula, ejemplo de sustancias que actúan como quenchers son:  
β-caroteno, brucina, ergotamina, etc. 
 
Otras sustancias son capaces de incorporar rápidamente el oxígeno singulete 
a su estructura molecular formando productos estables, se ha propuesto que 
α-tocoferol y algunos flavonoides poseen esta facultad, al igual que el ácido 
ascórbico y la carnosina en el organismo (Ahmad, S.1985). 
 
 
4.3.2.3 Clasificación según acción en organismos vivos 
 
Los organismos vivos han desarrollado varias estrategias de defensa celular 
contra los procesos en los que intervienen las ERO’s, mediante la acción de 
antioxidantes cuya actividad va disminuyendo con el paso del tiempo.  En ésta 
categoría los antioxidantes se agrupan en tres sistemas. (Sánchez, R.M.; 
1998). 
 
Imagen 4. Clasificaciones antioxidantes según acción en organismos vivos. (Sánchez, R.M.; 1998). 
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4.3.2.4 Antioxidantes primarios 
 
Los llamados antioxidantes primarios previenen la formación de nuevas especies 
reactivas de oxígeno. Esto se consigue convirtiendo las especies reactivas de 
oxígeno en moléculas menos perjudiciales, antes de que puedan reaccionar, o 
evitando su producción a partir de otras moléculas. En este grupo se destacan las 
siguientes enzimas (Katalinic et al., 2005) 
 
Las glutatión peroxidasas (GPx), son dos enzimas selenio dependientes puesto 
que este las mantiene activas (Cemeli et al., 2009). Para que ejerzan su acción 
detoxificante por la reducción del H2O2 o los ROOH. La glutatión peroxidasa (GPx) 
está ampliamente distribuida en los tejidos humanos y animales. Su forma 
reducida glutationa (GSH) dona electrones y se encuentra a concentraciones 
intracelulares a menudo en el rango milimolar. Las GPx son consideradas enzimas 
con la mayor capacidad de remover peróxidos encontrados en el tejido humano. 
 
La catalasa participa en el metabolismo del H2O2, está presente en la mayoría de 
los órganos del cuerpo. Aunque su afinidad por el H2O2 es inferior a la que 
muestra la GPx, bajo condiciones de sobreproducción puede asumir el papel 
preponderante en la eliminación del H2O2, ésta cataliza la reducción de H2O2 a O2 
y H2O. A altas concentraciones de H2O2, la catalasa tiene la capacidad de 
reducirlo, puesto que la catalasa requiere dos moléculas de H2O2 para llevar a 
cabo la su reducción; por el contrario, a bajas concentraciones de H2O2 decrece su 
eficiencia (Cemeli et al., 2009). 
 
Este grupo de antioxidantes primarios se completa con: el sistema de las 
tiorredoxinas, que incluye las tiorredoxinas y la tiorredoxina reductasa, las cuales 
soportan muchos procesos cruciales para la función celular, proliferación celular, 
defensa antioxidante y regulación redox (Arnér, 2009), las transferrinas, regulan la 
producción extracelular de hierro y así previenen la oxidación de los tejidos (Kim et 
al., 2008), la lactoferrina, la cual tiene la capacidad de capturar iones de hierro 
libre lo cual le confiere muchas propiedades de antioxidante (Mulder et al., 2008). 
 
La ferritina, proteína que funciona capturando el hierro libre intracelular que puede 
convertirse en tóxico para la células (Mackenzie et al., 2008), la ceruloplasmina y 
las albúminas representan el antioxidante más predominante presente en el 
plasma, el cual está expuesto a estrés oxidativo continuo (Roche et a., 2008). 
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4.3.2.5 Antioxidantes secundarios 
 
Los antioxidantes secundarios capturan los radicales y evitan las reacciones en 
cadena. Ejemplos de ellos son la vitamina E y C, β-caroteno y sustancias 
endógenas con capacidad antioxidante, entre las cuales se encuentran glutatión 
urato, bilirrubina y ubiquinona, sus estructuras se muestran en la figura 5 (Doria et 
al., 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imagen 6. Estructuras correspondientes a los antioxidantes secundarios de los mecanismos de 
defensa en el organismo humano. (Podsedek, 2007) 
 
La vitamina C, presenta muchas actividades biológicas en el cuerpo humano; se 
ha encontrado que esta puede reducir los niveles de proteína C-reactiva, un 
marcador de la inflamación y posiblemente un anunciador de enfermedades del 
corazón (Podsedek et al., 2007). 
 
La vitamina E pertenece a los antioxidantes liposolubles, su actividad biológica 
incluye tocoferoles, tocotrienoles, especialmente α-tocoferol. La reacción 
predominante responsable de la actividad antioxidante del tocoferol es la donación 
de átomos de hidrógeno, donde se forma el radical tocoperoxil. (Podsedek, et al., 
2007). 
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4.3.2.6 Antioxidantes terciarios 
 
Son los encargados de la reparación de las biomoléculas dañadas. En este grupo 
se incluyen las enzimas endonucleasa apurinica/apirimidínica y polimerasa β, 
reparadoras del ADN (Page et al., 2009) y la metionina sulfóxido redutasa. 
 
Los antioxidantes juegan un papel importante previniendo o aliviando afecciones 
crónicas, incluyendo cáncer, alteraciones cardiovasculares, cataratas, 
arteriosclerosis, diabetes, asma, hepatitis, artritis e inmunodeficiencia (Siddhuraju 
et al., 2007). Estos reducen el daño oxidativo a los componentes celulares 
causados por las ERO. El uso de los antioxidantes sintéticos en productos 
alimenticios está bajo estricta regulación, debido a la incertidumbre sobre su 
seguridad. Por esta razón hay un interés creciente en los antioxidantes naturales 
para atenuar el daño oxidativo (Jaitak et al., 2010), puesto que estos antioxidantes 
derivados de plantas funcionan como captadores de oxígeno singlete y triplete, 
eliminadores de peróxidos e inhibidores de enzimas (Choi, 2002). 
 
4.3.3 Clasificación de los antioxidantes según su mecanismo de 
acción. 
 
La defensa del organismo frente al daño oxidativo tiene lugar por distintas vías 
según se desarrolla la reacción en cadena de oxidación. Como primera línea de 
defensa antioxidante se encuentran los antioxidantes preventivos. A continuación, 
intervienen los antioxidantes eliminadores de radicales libres, y finalmente actúan 
los enzimas sintetizados de novo o de reparación (Wilcox et al., 2004). (Tabla 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3. Mecanismos de acción de algunos antioxidantes (Fuente: Wilcox et al., 2004). 
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4.4 Actividad antioxidante 
 
Muchos autores utilizan indistintamente el término Actividad Antioxidante o 
Capacidad Antioxidante; ya que en la literatura se encuentran términos como 
capacidad, eficiencia, poder, parámetro y potencial. La actividad de un compuesto 
AO sería sin sentido sin el contexto específico de las condiciones de reacción 
como presión, temperatura, medio de reacción, reactantes y coreactantes, y otros 
puntos de referencia (Huang, D. et al. 2005). 
 
El termino “Actividad Antioxidante” es usado para un ensayo individual y refleja 
solamente la reactividad química bajo condiciones específicas aplicadas en el 
ensayo y es inapropiado generalizarlo como un indicador de la “actividad 
antioxidante total”. Los demás términos mencionados en el anterior párrafo son 
más independientes de reacciones específicas y tienen similar significado químico. 
Para ser consistentes en la revisión, usamos "capacidad" cuando se refieren a los 
resultados obtenidos pordiferentes ensayos, como “Capacidad secuestradora de 
radicales peróxido”, “Capacidad secuestradora de superóxido”, “Capacidad 
reductora del ión férrico”, entre otros (Huang, D. et al. 2005). Igualmente es 
importante distinguir entre capacidad antioxidante y reactividad. La capacidad 
antioxidante informa sobre la duración de la acción antioxidante, la reactividad 
caracteriza el inicio dinámico de la antioxidación a una determinada concentración 
de un antioxidante o mezcla antioxidante (Roginsky, V. and Lissi, E.A.; 2005). 
 
4.4.1 Medición de la actividad antioxidante 
 
La actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada basándose 
solo en un ensayo de prueba. En la práctica se realizan muchos modelos de test in 
vitro para evaluar la actividad antioxidante de la muestra de interés; sin embargo, 
es necesario considerar que los modelos presenten diferentes variaciones puede 
dificultar un poco la comparación de los resultados entre un método y otro. 
 
Con base a las reacciones químicas, la gran mayoría de los ensayos para 
determinar de capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorías: 
 
1. Ensayos basados en la reacción por transferencia de átomos de hidrógeno 
(HAT). 
 
ROO- +  AH      ROOH    +  A-  
 
A+  +  ROO-              ROOA 
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2. Ensayos basados en la reacción por transferencia de electrones (ET). 
 
Oxidante 
(Prueba) + 
e-  Proveniente 
del antioxidante 
 Oxidante 
Reducido + 
Antioxidante 
Oxidado 
 
Los ensayos basados en la transferencia de electrones (ET) involucran una 
reacción redox con el oxidante como un indicador del punto final de reacción. 
La mayoría de los ensayos basados en HAT monitorean una reacción cinética 
competitiva, generalmente están compuestos de un generador de radical libre 
sintético, una prueba molecular oxidable y un antioxidante.  
 
Los ensayos basados en HAT y ET fueron desarrollados para medir la capacidad 
de atrapar radicales libres, en lugar de la capacidad preventiva antioxidante de 
una muestra (Huang et al., 2005). 
 
En los últimos años se han adoptado un amplio rango de ensayos 
espectrofotométricos para medir la capacidad antioxidante de los alimentos, 
muestras biológicas y extractos vegetales. Usualmente los ensayos antioxidantes 
in vitro utilizan un captador de radicales libres y son relativamente sencillos de 
realizar. Entre los ensayos de captación de radicales libres, el método DPPH* es el 
más rápido, es simple (no incluye muchos pasos) y de menor costo en 
comparación con otros modelos. Por otro lado, el ensayo de decoloración ABTS*+ 
se puede aplicar a antioxidantes hidrofílicos y lipofílicos. Por lo anterior, estos dos 
métodos son los más utilizados. 
 
ENSAYO CATEGORIA 
Ácido 2,2′-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico 
(ABTS*+) 
Ensayos basados en 
la transferencia de 
electrones (ET) 
1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH*) 
Poder de reducción antioxidante del hierro (FRAP) 
N,N- dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) 
Capacidad de reducción antioxidante del cobre (CUPRAC) 
Capacidad de absorción del radical oxígeno (ORAC.) 
Ensayos basados en 
la transferencia de 
átomos de 
hidrógeno (HAT) 
Parámetro antioxidante de captura de radicales (TRAP). 
Inhibición de la oxidación del ácido linoleico. 
Inhibición de la oxidación de los lípidos de baja densidad 
(LDL). 
Tabla 4. Clasificación de los modelos de ensayo in vitro según su modo de reacción ET o HAT. 
(Fuente: Huang et al., 2005). 
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4.4.2 Ensayo de decoloración del radical 1-1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH*) 
 
Este método fue propuesto por Blois (1958) en el cual se demostró por primera 
vez la capacidad del radical libre DPPH* para aceptar un átomo de hidrógeno (H+) 
proveniente de una molécula de cisteína. La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo 
(DPPH*) es conocida como un radical libre estable debido a la deslocalización de 
un electrón desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no se 
dimeriza, como es el caso de la mayoría de los radicales libres. La deslocalización 
del electrón también intensifica el color violeta intenso típico del radical, el cual 
absorbe en metanol a 517 nanómetros. Cuando la solución de DPPH* reacciona 
con el sustrato antioxidante que puede donar un átomo de hidrógeno, el color 
violeta se desvanece. El cambio de color es monitoreado 
espectrofotométricamente y es utilizado para la determinación de los parámetros 
para las propiedades antioxidantes.  
Imagen 7. Estructura del DPPH* antes y después de la reacción con el antioxidante  
(Alam et al., 2012) 
 
Los resultados del ensayo DPPH* se han presentado de diferentes maneras. La 
mayoría de los estudios expresan los resultados como el valor de la concentración 
máxima de la media inhibitoria (IC50), definido como la cantidad de antioxidante 
necesario para disminuir la concentración inicial de DPPH* al 50%. Este valor se 
calcula graficando el porcentaje de inhibición contra la concentración del extracto. 
Para extractos de plantas o compuestos puros el valor IC50 cambia de acuerdo a la 
concentración final del DPPH* usado (Deng et al. 2011). 
 
El ensayo DPPH* tiene algunas desventajas que limitan su aplicación, entre estas 
se encuentran: 
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 La diferencia en el mecanismo de reacción que normalmente ocurre entre 
antioxidante y radicales peroxilo. 
 
 DPPH* es un radical del nitrógeno de larga vida, lo cual no guarda similitud 
con los radicales peroxilo altamente reactivos y transitorios involucrados en 
la peroxidación lipídica. Muchos antioxidantes que reaccionan rápidamente 
con radicales peroxilo, reaccionan lentamente o son inertes al DPPH*. Esto 
se evidencia en el tiempo necesario para determinar el IC50 que van en un 
rango de 1.15 min (ácido ascórbico) a 103 min (Rutina). 
 
 La reacción cinética entre el DPPH* y los antioxidantes no es lineal con la 
concentración de DPPH*, por lo cual es arbitrario medir la capacidad 
antioxidante usando IC50. 
 
4.4.3 Ensayo de decoloración con el radical catiónico Acido 2,2′-
Azino-bis-3-Etilbenzotiazolin-6-Sulfonico (ABTS*+) 
 
Método propuesto por Miller, N.J. et al. En 1993, se basa en la capacidad 
antioxidante del ABTS*+ para secuestrar aniones radicales de larga vida. En el 
ensayo el ABTS*+ es oxidado por radicales peróxido, por persulfato de potasio (RE 
1999), por peróxido de hidrógeno (Villano, D. et al. 2004), peroxidasa de rabano 
(Labrinea, E.P. and Georgiu, C.A.; 2004) u otro oxidante hasta formar el catión 
radical ABTS*+ el cual presenta un intenso color verde-azul, y en la medición los 
compuestos con capacidad antioxidante reaccionan directamente disminuyendo el 
color del catión radical ABTS*+, los resultados obtenidos son expresados como 
inhibición y llevados a una concentración relativa de Trolox, es por ello que el 
método se conoce como Capacidad Antioxidante Equivalente al Trolox (TEAC). El 
radical posee solubilidad en medios polares y apolares y no es afectado por la 
fuerza iónica, por lo tanto, evalúa antioxidantes hidrofílicos y lipofílicos de 
extractos de plantas y fluidos biológicos (Huang, D. et al. 2005; Roginsky, V. and 
Lissi, E.A. 2005; Prior, R.L.; et al. 2005). 
 
La generación del radical ABTS*+ constituye la base de uno de los métodos 
espectrométricos que han sido aplicados para medir la actividad antioxidante total 
de soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas. El ensayo original de 
ABTS*+ estaba basado en la activación de la metilmioglobina con peróxido de 
hidrógeno en presencia de ABTS para producir un radical catión, en presencia o 
ausencia de antioxidantes. Este fue criticado debido a que la reacción rápida de 
los antioxidantes, contribuye a la reducción del radical ferrilmioglobina. Un formato 
más apropiado para el ensayo consiste en la técnica de decoloración, en la cual el 
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radical es generado directamente en una forma estable antes de la reacción con 
los antioxidantes (Re et al., 1998). 
 
ABTS + K2S2O8     ABTS*+ 
λ Max = 754nm 
ABTS*++ ArOH (Antioxidante)     ABTS + ArO* + H+ 
 
El radical ABTS*+ es más indicado para ensayos de compuestos coloreados, como 
el caso de los antocianos, reduciendo posibilidades de interferencias de 
compuestos coloreados que absorben en la región del visible o compuestos 
resultantes de reacción secundaria. Además radical generado químicamente 
(persulfato potásico), fue validado por su estabilidad, reproducibilidad y por ser 
una alternativa mucho más viable económicamente. 
 
Imagen 8. Estructura del ABTS*+ antes y después de la reacción con el antioxidante. 
(Zuleta et al., 2009). 
 
La capacidad antioxidante se calcula como el porcentaje de captación DPPH*, 
según la fórmula de (Yen and Duh.et al., 1994) (ecuación 1): 
 
% de captación DPPH* 
% de captación ABTS*+ 
 
Donde A inicial es la absorbancia de control a tiempo 0 min y Afinar es la absorbancia 
del antioxidante a tiempo 10 min. El % de captación DPPH* es proporcional a la 
concentración de antioxidantes, y la concentración que provoca una disminución 
en la concentración inicial de DPPH*. Muchos antioxidantes que reaccionan 
rápidamente con los radicales peroxilo pueden reaccionar con lentitud o incluso 
puede ser inerte al DPPH* debido al impedimento estérico. 
 
=
𝑨 inicial − 𝑨 𝒇𝒊𝒏𝒂𝒍
𝑨 𝒊𝒏𝒊𝒄𝒊𝒂𝒍
𝒙 𝟏𝟎𝟎 
(Ecuación 1) 
(Ecuación 1) 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Para la obtención de los extractos de hojas Diplostephium phylicoides (Kunth) 
Wedd, se basa en utilizar la metodología de recolección, extracción y 
determinación de la actividad antioxidante para cada uno de los anteriores. 
 
5.1 Recolección del material vegetal 
 
La recolección de la planta debe realizarse teniendo en cuenta el siguiente 
procedimiento (BILBAO, 1997): 
 Debe anotarse la fecha, el hábitat donde se encontró y el estado (Ejemplo: en 
floración) de la planta. 
 
 Se separa una muestra testigo que será enviada al Herbario para obtener el 
registro taxonómico y un código de la planta.  
 
 La planta se divide en sus correspondientes partes (Flores, Hojas, Tallos, 
Raíces) y se deja secar a la sombra una temperatura promedio de 25°C, para 
que la planta retenga un contenido de humedad no mayor del 10%. 
 
 El material vegetal se debe pasar por un molino limpio en el cual se va a 
obtener el material final con que se empieza a trabajar. 
 
5.2 Extracción 
 
Las muestras de elementos y compuestos rara vez se encuentran en la naturaleza 
en forma pura, o casi pura, por lo que es necesario separarlos de las mezclas en 
las que se encuentran (Cela, R. et al. 2002). 
 
Las técnicas de extracción más comunes son las de maceración, extracción 
Soxhlet y reflujo, con solventes de diferentes polaridades (éter de petróleo, 
diclorometano, acetato de etilo, etanol) y posterior concentración a presión 
reducida (Cannell R. 1998). La extracción sólido-líquido, es el método más 
utilizado para extraer productos naturales de sus fuentes, utilizando solventes que 
disuelvan el compuesto deseado, dejando los que sean insolubles con este 
solvente en la fuente natural. 
 
En los procesos de extracción empleados normalmente en química orgánica, una 
fase es agua y la otra un solvente orgánico adecuado; el diclorometano es un 
solvente ampliamente utilizado en este tipo de técnicas ya que reúne muchas 
características útiles como su alta volatilidad, su gran capacidad como solvente y 
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su fácil accesibilidad. Para aumentar o disminuir la solubilidad de la sustancia en 
una fase, se pueden añadir distintos productos. La solubilidad de un producto en 
una fase puede incrementarse con la adición de un reactivo que sea capaz de 
formar un complejo estable y soluble en esta fase. Estos complejos pueden ser 
posteriormente degradados y el producto deseado recuperado. La solubilidad de 
una sustancia puede disminuirse, en especial en fases acuosas, por la adición de 
sales neutras que reducen la solubilidad de la sustancia en esta fase (Valcarcel 
Casas, M. y Silva Rodriguez.; 1984). 
 
5.3 Fraccionamiento 
 
Los métodos más utilizados para la separación de metabolitos secundarios de una 
fuente natural, se ven desarrollado en técnicas cromatográficas, descritas como la 
separación de los componentes de una mezcla, que se encuentran en dos fases, 
que pueden ser estacionarios o móviles. Los estacionarios pueden ser en 
columnas, capas finas o películas delgadas sobre algún “soporte cromatográfico”; 
y la fase móvil puede ser líquida o gaseosa (Anaya L, 2004). 
 
5.4 Instrumentos utilizados 
 
5.4.1 Evaporador rotativo 
 
Equipo de destilación JANKE & KUNKEL RV 06 - ML, para concentrar a baja 
temperatura y presión. 
 
5.4.2 Espectrofotómetro UV/VIS. 
 
Los espectros UV se realizaron en un espectrofotómetro Spectronics 21D 6405 
UV/VIS, con celdas de volumen reducido 1.5 mL. 
 
5.4.3 Materiales 
 
 Plancha de calentamiento y agitación magnética IKA (MS1 S1, Wilmintong, 
USA). 
 Microjeringa de 10 µL (Hewlett-Packard) 
 Cubetas en cuarzo 10 x 10 x 45 mm 
 Frascos de 50, 250 y 500 mL (Schott, Hofheim, Alemania) 
 Pipetas volumétricas y aforadas de 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 mL, balones aforados 
de 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 mL, vasos de precipitados de 50, 100, 250, 600 y 1000 
mL (Schott, Hofheim, Alemania). 
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5.5 Reactivos y solventes 
 
Todos los solventes fueron grado reactivo de Merck (Darmstadt, Alemania), a 
saber: 
 Metanol, Etanol, Acetona, Acetato de Etilo, Eter de petroleo y Diclorometano 
fueron usados en los procesos de extracción e implementación de métodos de 
actividad antioxidante. 
 
Los compuestos patrón fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, 
USA), tales como 
 Ácido 2,2’- azino-bis-(3-etiltiazolina-bencenosulfónico-6) (ABTS). 
 Radical α, α-difenil- β− Picrilhidrazilo (DPPH*). 
 Ácido-6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromano-2-carboxílico (TROLOX). 
 Ácido ascórbico (Vitamina C). 
 Persulfato de potasio. 
 
 
SOLVENTES Y REACTIVOS 
 
 
USO 
Éter de Petróleo. Extracción de material vegetal. 
Diclorometano. Extracción de material vegetal. 
Acetato de Etilo. Extracción de material vegetal. 
Etanol (Alcohol Etílico). Extracción de material vegetal. 
Metanol (Alcohol Metílico). 
Ejecución de métodos de actividad 
antioxidante. 
Ácido 2,2’- azino-bis-(3-etiltiazolina- 
bencenosulfónico-6) (ABTS*+). 
Ejecución de métodos de actividad 
antioxidante. 
2,2-difenil- 1−picrilhidracilo (DPPH*). 
Ejecución de métodos de actividad 
antioxidante. 
Ácido-6-hidroxi-2 ,5,7,8-tetrametilcromano-
2-carboxílico (TROLOX C). 
Ejecución de métodos de actividad 
antioxidante. 
Ácido ascórbico (Vitamina C). 
Ejecución de métodos de actividad 
antioxidante. 
Persulfato de potasio. 
Ejecución de métodos de actividad 
antioxidante. 
Rutina (quercetin-3-rutinósido ) (fuente 
patrón de laboratorio) 
Ejecución de métodos de actividad 
antioxidante. 
Tabla 5. Solventes y reactivos. (Fuente: Autor) 
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6. PARTE EXPERIMENTAL 
 
La realización de la presente investigación comprendió varias etapas: recolección 
del material vegetal, obtención de extractos de diferente polaridad partiendo del 
material vegetal previamente identificado, determinación de la actividad 
antioxidante por decoloración del radical 1-1-Difenil-2-Picrilhidrazilo (DPPH*) y 
decoloración del radical Acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico 
(ABTS*+) 
 
6.1 Recolección del material vegetal 
 
Se recolectó el material vegetal a orillas de la carretera en la vía que conduce al 
municipio de Paramo de Guasca, departamento de Cundinamarca, en las 
coordenadas 4°50ʹ44ʺN, 73°48ʹ2ʺO, tomando la planta completa en estado de 
floración, una muestra testigo fue enviada al Herbario Nacional de Colombia para 
su identificación taxonómica, donde fue clasificada como Diplostephium 
phylicoides (Kunth) Wedd., con numero Col 324495 
 
Se secaron y molieron las hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd 
obteniéndose 534 g. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imagen 9. Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, recolectada el municipio de guasca 
(Cundinamarca). (Fuente: Autor). 
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6.2  Obtención de los extractos de éter de petróleo, diclorometano, 
acetato de etilo y etanol de hojas de Diplostephium phylicoides 
(Kunth) Wedd 
 
Los extractos de hojas Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, fueron obtenidos 
en los laboratorios de la facultad de Ingeniería Ambiental de la universidad El 
Bosque, bajo la supervisión del grupo de investigación de productos naturales 
PRONAUDCA, de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A. 
 
6.2.1 Extracción 
 
El proceso de extracción se realizó a partir del material previamente secado y 
molido. Teniendo una cantidad inicial de 534 gramos de hojas secas y molidas de 
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, este material vegetal se ingresó en su 
totalidad a un equipo de extracción Soxhlet, donde se realizó la extracción sólido- 
líquido, durante 8 días, a temperatura de ebullición según el solvente (Éter de 
petróleo, diclorometano, acetato de etilo y etanol), al completar los ciclos 
correspondientes de este proceso, se pasan los extractos a concentrar en el 
rotaevaporador a una presión de 200 mbar, temperatura de 60°C y una revolución 
de 60rpm, donde se recuperó el solvente y se obtuvo el extracto deseado.  
 
Los porcentajes de rendimiento de los extractos por cada solvente se relacionan 
en la siguiente tabla: 
 
Parte aérea Extracto Peso Final (Gramos) 
%Rendimiento 
extracto 
Hojas 
Éter de petróleo 28.7877 5.39 
Diclorometano 27.2432 5.10 
Acetato de etilo 13.6254 2.55 
Etanol 14.0106 2.62 
Tabla 6. Cantidad obtenida de extracto por cada Solvente. (Fuente: Autor). 
 
Los extractos se concentraron a presión reducida y se obtuvo su peso seco y para 
determinar el rendimiento se aplicó la fórmula:  
 
 
% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 =  
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑜
𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 𝑣𝑒𝑔𝑒𝑡𝑎𝑙
∗ 100 
 
 
 
 
 
(Ecuación 2) 
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Imagen 10. Equipo de cuchilla para el molido de 
las hojas  D. phylicoides (Kunth) Wedd   
(Fuente: Autor). 
 
Imagen 11. Equipo Soxhlet para la extracción 
de las hojas D. phylicoides (Kunth) Wedd     
(Fuente: Autor). 
 
 
Imagen 12. Rotaevaporador donde se 
concentran los diferentes extractos de las hojas  
D. phylicoides (Kunth) Wedd   (Fuente: Autor). 
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Diagrama 1. Diagrama de trabajo para el estudio fitoquímico por polaridad creciente de hojas 
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd 
 
 
Diagrama 2. Descripción del proceso para obtención del extracto éter de petroleo de hojas  
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd 
Selección 
material 
vegetal: 
Diplostephium 
phylicoides 
(Kunth) Wedd.
Recoleccion 
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Diagrama 3. Descripción del proceso para obtención del extracto diclorometano de hojas 
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd 
 
Diagrama 4. Descripción del proceso para obtención de extracto acetato de etilo de hojas 
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd 
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Diagrama 5. Descripción del proceso para obtención de extracto etanolico de hojas Diplostephium 
phylicoides (Kunth) Wedd 
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6.3 Determinación de actividad antioxidante de los diferentes extractos 
obtenidos 
 
Las extractos de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd obtenidos, se 
determinó su actividad antioxidante por el método de decoloración con el radical 
catiónico ABTS*+ (Acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) y por el 
ensayo de decoloración de radicales DPPH* (método del radical 1,1-difenil-
2−picrilhidrazilo).  
 
Las pruebas de actividad antioxidante se realizaron según el método propuesto 
por (RE, R. et al. 1998), empleando la capacidad antioxidante del Trolox sobre el 
generador de radicales libres ABTS*+ y su habilidad de secuestrar radicales de 
larga vida, el cual se basa en la decoloración del compuesto nitrogenado DPPH*. 
 
6.3.1 Metodologia desarrollada para el ensayo de decoloración del 
radical 1-1-Difenil-2-Picrilhidrazilo (DPPH*) 
 
6.3.1.1 Preparación de soluciones patrón 
 
Para la preparación del radical DPPH*: Se disolvieron 2 mg de DPPH* Sigma-
Aldrich, en 100 mL de metanol grado analitico, la solución se dejó reaccionar a 
temperatura ambiente durante 24 horas en la oscuridad. Posteriormente fueron 
preparadas soluciones de trabajo hasta obtener una absorbancia de 0.750 ± 0.050 
para todos los casos, a una longitud de onda de 517 nm.  
 
Para la preparación del ácido ascórbico, se preparó una solución stock de 250 
mg/Lde Metanol disolviendo 25 mg de ácido ascórbico, en 100mL de metanol, 
luego se prepararon diluciones de concentraciones de 25, 12.5, 6.25, 0.625 y 
0.0625 mg/L de metanol con el fin de realizar la curva de referencia. 
 
Preparación de rutina, Se preparó una solución stock 250 mg/Lde metanol 
disolviendo 25 mg de rutina, en 100 mL de metanol, luego se prepararon 
diluciones con rangos de concentración entre 25 miligramos/Litro de MeOH y 
0.625 miligramos/Litro de MeOH, con el fin de realizar la curva de referencia.  
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6.3.1.2 Preparación de la curva de referencia 
 
A 600 µL del radical DPPH* se le adicionaron 200 µL de cada una de las 
diluciones de ácido ascórbico y de rutina; la medición se realizó a 517 nm, y el 
porcentaje de captación se calculó con base en la siguiente ecuación: 
% 𝑑𝑒 𝐶𝑎𝑝𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝐷𝑃𝑃𝐻 =
𝐴 inicial−𝐴 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
𝐴 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
𝑥 100 
 
El porcentaje de captación representa la pérdida del color purpura a amarillo del 
radical DPPH*, cuando se agrega un compuesto antioxidante, disminuye así la 
absorbancia de la solución, que es medida a 517 nm; la absorbancia inicial se 
toma en el minuto cero sin adición del antioxidante referencia, la toma de datos de 
absorbancia se realiza después de agregar el antioxidante de referencia cada 30 
segundos durante 10 minutos.  
 
6.3.1.3 Medición de la actividad antioxidante de los extractos 
de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd. 
 
En una celda de plástico de volumen reducido 1.5 mL se agregaron 600µL del 
radical DPPH*, se midió la absorbancia inicial a 517 nm, luego se adicionaron 
200µL de cada uno de los extracto de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) 
Wedd y nuevamente, se midió la absorbancia cada 30 segundos durante 10 
minutos, midiendo la absorbancia final a la misma longitud de onda a los 10 
minutos después.  
 
Para realizar la evaluación de la actividad antioxidante de cada una de los 
extractos de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, se determinó: 
 
Preparar por cada extracto, la soluciones stock, a una concentración de 250 
mg/Lde metanol. De cada muestra se realizaron diluciones de 125, 62.5, 25, 12.5 
y 6.25 mg/Lde metanol para poder determinar las concentraciones necesarias 
para obtener porcentajes de captación del 10% al 95%. 
 
Se procede a medir la absorbancia del DPPH* (solo), la cual se conoce como 
absorbancia inicial, luego se procedió a realizar la mezcla entre el DPPH* y el 
extracto sobre la cual se realizó la evaluación de la capacidad antioxidante. 
 
Por último se mide la absorbancia cada 30 segundos por 10 minutos de la mezcla 
del DPPH* y de los extractos, del DPPH* y los extractos de hojas de 
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd. 
 
(Ecuación 2) 
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Diagrama 6. Descripción del proceso para la determinación de la actividad antioxidante de 
extractos de hojas Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd por el ensayo de decoloración del 
radical (DPPH*). 
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6.3.2 Metodologia desarrollada para el ensayo de decoloración con 
el radical catiónico 2,2-Azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico (ABTS*+) 
 
6.3.2.1 Preparación de soluciones patrón 
 
En la Preparación del radical ABTS*+, Se disolvieron 50 mg de (ABTS) la 
diamónica del 2,2-Azino-bis (3- etIlbenzotiazolina-6-sulfonico) de Sigma-Aldrich, 
en 50 mL de agua desionizada, luego se adicionaron 2,45 mg de persulfato de 
potasio (K2S2O8), la solución se dejó reaccionar a una temperatura de 3°C durante 
48 horas en la oscuridad. Posteriormente fueron preparadas soluciones de trabajo 
hasta obtener una absorbancia de 0.750 ± 0.050 para todos los casos, a una 
longitud de onda de 754 nm. 
 
Para el trolox: Se preparó una solución stock 250 mg/L de metanol disolviendo 25 
mg de ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxílico 97% (trolox) de 
ACRŌS ORGANIC, en 100 mL de metanol, luego se prepararon diluciones con 
rangos de concentración entre 0.0625 y 125 mg/L de metanol, con el fin de realizar 
la curva de referencia.  
 
Preparación de rutina, Se preparó una solución stock 250 mg/Lde metanol 
disolviendo 25 mg de rutina, en 100 mL de metanol, luego se prepararon 
diluciones con rangos de concentración entre 125 a 0.0625 mg/L de metanol, con 
el fin de realizar la curva de referencia. 
 
Preparación de ácido ascórbico, se preparó una solución stock 250 mg/Lde 
metanol disolviendo 25 mg de ácido ascórbico (Vitamina C), en 100 mL de 
metanol, luego se prepararon diluciones de 250, 125, 62.5, 25, 12.5 y 6.25 
miligramos de antioxidante por litro de metanol, con el fin de realizar la curva de 
referencia.  
 
6.3.2.2 Preparación de la curva de referencia 
 
 
A 600 µL del radical ABTS*+· se le adicionaron 200 µL de cada una de las 
diluciones de trolox, ácido ascórbico y rutina; la medición se realizó a 754 nm, y el 
porcentaje de captación se calculó con base en la siguiente ecuación: 
 
% de captación de ABTS =
A inicial−A final
A inicial
x 100 
 
(Ecuación 1) 
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El porcentaje de captación representa la pérdida del color azul-verde del radical 
ABTS*+, cuando le es agregado un compuesto antioxidante, disminuyendo así la 
absorbancia de la solución, que es medida a 754 nm; la absorbancia inicial se 
toma en el minuto cero sin adición de trolox, la absorbancia final se toma 10 
minutos después de agregar el trolox, el ácido ascórbico o la rutina 
. 
 
6.3.2.3 Medición de la actividad antioxidante de los extractos 
de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd. 
 
En una celda de plástico con volumen reducido 1.5 mL se agregaron 600 µL del 
radical ABTS*+, se midió la absorbancia a 754 nm, luego se adicionaron 200 µL 
del extracto de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, y nuevamente 
se midió la absorbancia final a la misma longitud de onda 10 minutos después.  
 
Para realizar la evaluación de la actividad antioxidante de cada uno de los 
extractos de hojas Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, se determinó: 
 
Preparar los extractos en una concentración de 250 mg/Lde metanol. De cada 
extracto se realizaron diluciones en un rango de 250 a 6,25 mg/Lde metanol, para 
poder determinar las concentraciones necesarias para obtener porcentajes de 
captación del 10% al 95%. 
 
Se procede a medir la absorbancia del ABTS*+, la cual se conoce como 
absorbancia inicial. Después se procedió a realizar la mezcla entre el ABTS*+ y el 
extracto sobre la cual se realizó la evaluación de la capacidad antioxidante. Las 
absorbancias de la mezcla del ABTS*+ y el extracto de Diplostephium phylicoides 
(Kunth) Wedd, se midieron cada 30 segundos durante 10 minutos. 
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7. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS 
DIFERENTES EXTRACTOS  
 
7.1…Ensayo de decoloración del radical 1-1-Difenil-2-Picrilhidrazilo 
(DPPH*) 
 
La actividad antioxidante de decoloración del radical DPPH* se determinó de 
acuerdo a los parámetros establecidos en el numeral 6.3.1 
 
7.1.1 Preparación de la curva de referencia 
 
Para realizar la curva de referencia se prepararon soluciones de ácido ascórbico 
(Vitamina C) y Rutina en concentraciones de 1,25, 6,25 y 12,5 mg/L de metanol 
respectivamente, se realizó la medición del porcentaje de captación de DPPH* 
empleando la ecuación 2. Los resultados de la medición del porcentaje de 
captación de DPPH* se encuentran en la tabla 7 y 8. 
 
Concentración 
mg/ L MeOH 
Log Concentración A inicial A final % de captación de DPPH* 
1,25 0,10 0,786 0,397 49,49 
6,25 0,80 0,784 0,097 87,63 
12,5 1,10 0,792 0,097 87,75 
Tabla 7. Porcentaje de Captación del radical DPPH* empleando Ácido ascórbico. (Fuente: Autor) 
 
Partiendo de los datos obtenidos del porcentaje de captación del radical DPPH* 
causado por el ácido ascórbico, se construyó una curva de referencia (Grafica 1) 
que permite verificar la dependencia lineal del porcentaje de captación del radical 
Vs la concentración del ácido ascórbico obteniéndose un R2 de 0,916, el cual nos 
permite calcular el porcentaje de concentración efectiva 50 (IC50) por medio de la 
ecuación de la gráfica 1. 
 
Concentración 
mg/ L MeOH 
Log Concentración A inicial A final 
% de captación de 
DPPH** 
1,25 0,10 0,793 0,561 29,26 
6,25 0,80 0,796 0,392 50,75 
12,5 1,10 0,791 0,330 58,28 
Tabla 8. Porcentaje de captación del radical DPPH* empleando Rutina (Fuente: Autor). 
 
Al igual que con el ácido ascórbico se realizó la curva de referencia con la Rutina, 
siguiendo los datos de la tabla 7, y se realizó la curva de referencia (Grafica 2) 
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que permite verificar la dependencia lineal del porcentaje de captación del radical 
Vs la concentración de la rutina en mg/Lde metanol, obteniéndose un R2 de 0,999. 
 
7.1.2 Coeficiente de inhibición (IC50) 
 
El coeficiente de Inhibición (IC50) se calcula con la ecuación de la recta, la cual se 
obtiene de la curva de referencia de cada patrón analizado (ácido ascórbico y 
Rutina) para el método de decoloración del radical DPPH*. Para el método de 
decoloración del radical ABTS*+ se utilizaron ácido ascórbico, rutina y trolox. Para 
calcular el IC50 se sustituye (y) por 50, y así calculamos la concentración, o 
mediante un análisis de regresión del porcentaje de captación de DPPH* o 
porcentaje de inhibición del radical ABTS*+, versus la concentración necesaria de 
los extractos, para inhibir el 50% del radical DPPH*, o ABTS*+ (Brand-Williams et 
al. 1995). 
 
7.1.2.1 IC50 Ácido ascórbico 
 
Según la gráfica 1 la curva de referencia del ácido ascórbico da una ecuación:    
y= 17,864ln(x) + 47,677 y un R2 = 0,916. 
Gráfica 1. Curva de referencia del porcentaje de captación de DPPH* v/s concentración de ácido 
ascórbico. (Fuente: Autor). 
 
𝑒𝑥 =
50−47,677
17,864
  Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentración, 
el resultado obtenido para el ácido ascórbico es de 1.13 mg/Lde metanol. 
 
7.1.2.2 IC50 RUTINA 
 
La curva de referencia de la rutina (Gráfica 2), da una ecuación: y= 9,6002lnx - 
33,654 y un R2 = 0,999. 
y = 17,864ln(x) + 47,677
R² = 0,9155
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Gráfica 2. Curva de referencia del porcentaje de captación de DPPH* v/s concentración de Rutina. 
(Fuente: Autor). 
𝑒𝑥 =
50−33.654
9.6002
  Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentración, 
el resultado obtenido para obtener la concentración de rutina es: 5,88 mg/Lde 
metanol. 
 
7.1.3 Actividad antioxidante de los extractos de hojas de 
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd. 
 
La actividad antioxidante fue evaluada para los extractos obtenidos de los 
solventes de diferentes polaridades (Éter de Petróleo, Diclorometano, Acetato de 
Etilo y Etanol), en diferentes concentraciones (12,5, 25, 62,5, 125 y 250 mg/L 
MeOH), mediante la aplicación del método decoloración del radical DPPH*. Para 
éste método observamos que hay tendencia de mayor actividad antioxidante a 
medida que aumenta la concentración en las soluciones de trabajo de los 
extractos. 
 
 
Concentración 
mg/ L MeOH 
Extracto Petrol  
 
Extracto Diclorometano 
 
Extracto Acetato de Etilo 
 
Extracto Etanol 
 
%  
captaciòn Error relativo 
%  
captaciòn Error relativo 
%  
captaciòn Error relativo 
%  
captaciòn Error relativo 
12,5 18,24 +/- 0,072 25,39 +/- 0,098 40,63 +/- 0,161 66,92 +/- 0,261 
25 19,82 +/- 0,079 32,52 +/- 0,123 57,85 +/- 0,229 85,77 +/- 0,335 
62,5 22,24 +/- 0,089 34,18 +/- 0,134 71,98 +/- 0,287 87,69 +/- 0,342 
125 22,97 +/- 0,091 41,09 +/- 0,162 77,66 +/- 0,306 89,41 +/- 0,351 
250 25,63 +/- 0,102 43,42 +/- 0,172 82,29 +/- 0,328 90,13 +/- 0,352 
Tabla 9. Porcentaje de Captación de DPPH* en los extracto de hojas Diplostephium phylicoides 
(Kunth) Wedd. (Fuente: Autor). 
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La actividad antioxidante fue evaluada los extractos de hojas Diplostephium 
phylicoides (Kunth) Wedd, a las concentraciones de 12.5, 25, 62.5, 125 y 250 
mg/Lde metanol, con la aplicación del método decoloración del radical DPPH*, 
observando que en los solventes de mayor polaridad presentan la mejor captación 
por DPPH* 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 3. Comparación del porcentaje de captación del radical DPPH* de los diferentes 
extractos de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd. (Fuente: Autor). 
 
En los extractos de menor polaridad en ninguna de las concentraciones el 
porcentaje de captación supera el 50%, por otra parte el extracto total de etanol, 
en todas las concentraciones supera el 60% de captación de DPPH*. El extracto 
acetato de etilo del extracto total acetato de etilo, presenta porcentajes de 
captación superiores al 50% en las concentraciuones de 62.5, 125 y 250 miligramo 
por litro de metanol, con esto se puede concluir que estos extractos pueden 
presentar una buena activida antioxidante. 
 
7.1.4 Comparación del coeficiente de inhibición 50 (IC50) de 
extractos de hojas Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd 
por el ensayo de decoloraciónn del radical 1-1-Difenil-2-
Picrilhidrazilo (DPPH*) 
 
Con base en las curvas de concentración vs porcentaje de captación obtenidos de 
los extracto de hojas Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, se obtuvieron las 
ecuaciones de las curvas, las cuales se utilizaron para calcular el IC50 de cada uno 
de los mencionados. En la tabla 10 se observa los IC50 para los extractos 
evaluados, evidenciándose que los extractos con solventes de mayor polaridad 
mostraron mejor concentración inhibitoria 50 evidenciándose que el extracto total 
etanolico presenta mayor IC50 para este método. 
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Extracto  IC50 (mg / L MeOH) 
Extracto Acetato de etilo  18,63 
Extracto Etanol  2,34 
Tabla 10. IC50 de extractos de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por el 
método de decoloración del radical DPPH*. (Fuente: Autor). 
 
Se comparó los resultados obtenidos con el IC50 del ácido ascórbico (1.13 mg/Lde 
MeOH) y la Rutina (5.88 mg/Lde MeOH), observándose que el extracto etanolico 
de hojas Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, presento mejor concentración 
inhibitoria (IC50) para este método en 2.34 mg/Lde MeOH. El extracto acetato de 
etilo presenta el IC50 mas alto para el extracto activas 18.63 mg/Lde MeOH 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 4. Comparación IC50 de extractos de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, 
calculados por el método de decoloración del radical DPPH*. (Fuente: Autor). 
 
7.1.5 Capacidad antioxidante de extractos de hojas Diplostephium 
phylicoides (Kunth) Wedd, por el ensayo de DPPH* 
 
La capacidad antioxidante significa la captación que tiene un miligramo de 
antioxidante para atrapar radicales libres en un litro de metanol, para este ensayo 
se evidencia que la mayor capacidad antioxidante la presenta el extracto etanolico 
con 0.43 mg/Lde metanol, la capacidad antioxidante comparada con la del ácido 
ascórbico es un 48.87% menor, pero es mejor que la de la Rutina en un 40%. 
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Extracto  
Capacidad antioxidante 
 (mg / L MeOH) 
Extracto Acetato de etilo  0,05 
Extracto Etanol  0,43 
Acido Ascorbico 0,88 
Rutina 0,17 
Tabla 11. Capacidad antioxidante de extractos de hojas de D. phylicoides (Kunth) Wedd, 
calculados por el método de decoloración del radical DPPH*. (Fuente: Autor) 
 
En la gráfica 6. Se evidencia que el extracto de etanol tiene una buena capacidad 
antioxidante respecto a la Rutina. Los extractos acetato de etilo y etanolico la 
capacidad antioxidante no varía mucho. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 5. Capacidad antioxidante de extractos de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) 
Wedd, calculados por el método de decoloración del radical DPPH*. (Fuente: Autor). 
 
7.1.6 Actividad antioxidante relativa (AAR) 
 
La actividad antioxidante relativa (AAR), de extractos de hojas de Diplostephium 
phylicoides (Kunth) Wedd, para el método de decoloración del radical DPPH*, se 
calculó con la ecuación 4. 
 
𝐴𝐴𝑅 =
IC 50 Muestra Analizada
IC 50 Muestra Patron
 X 100  Ecuación 3. 
 
El AAR, muestra el comportamiento de los extractos analizados comparados con 
los patrones usados, los resultados son obtenidos en actividad antioxidante 
relativa. Estos resultados aunque diferentes para cada uno de los patrones, 
muestran el mismo orden de resultados (Tabla 12). El extracto etanolico presentó 
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un 207.08 AAR comparado con el acido ascorbico y 39.80 de AAR con la Rutina, 
siendo el extracto etanol el que presenta mejor actividad relativa, seguido por la 
extracto acetato de etilo con 1648.67 de AAR para el ácido ascórbico y 316.84 
AAR para la Rutina.  
 
La actividad antioxidante relativa entre mayor sea el valor menor es la capacidad 
antioxidante en concentración de mg/Lde metanol 
 
Extracto  
AAR 
Ácido Ascórbico 
AAR 
Rutina 
Extracto Acetato de etilo  1648.67 316.84 
Extracto Etanol  207.08 39.80 
Tabla 12. AAR: actividad antioxidante relativa de extractos de hojas de Diplostephium phylicoides 
(Kunth) Wedd calculados por el método de decoloración del radical DPPH*. (Fuente: Autor). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 6. Comparación AAR: actividad antioxidante relativa de extractos de Diplostephium 
phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por el ensayo de DPPH*. (Fuente: Autor). 
 
En la gráfica 6. Se observa que por el ensayo de decoloración DPPH*, hay mayor 
actividad antioxidante relativa con respecto a la rutina verificando que a mayor 
valor menor capacidad de atrapar radicales libres.  
 
7.2 Ensayo de decoloración con el radical catiónico 2,2-Azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS*+)  
 
La metodología desarrollada para el método de decoloración del radical ABTS*+, 
se determinó de acuerdo a los parámetros establecidos en el numeral 6.3.2 de 
este documento. 
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7.2.1 Preparación de la curva de referencia 
 
Para realizar las curvas de referencia se prepararon soluciones de Trolox, ácido 
ascórbico y rutina, en concentraciones de 0,625 a 25 mg/Lde metanol y se realizó 
la medición del porcentaje de captación empleando la ecuación 2. 
 
Concentración 
mg/ L MeOH 
Log Concentración A inicial A final 
% de captación de 
ABTS*+ 
0.625 - 0.20 0.788 0.577 26.78 
6.25 0,8 0,788 0,347 55.96 
12.5 1,10 0,784 0,110 85.97 
Tabla 13. Porcentaje de captación del radical ABTS+* empleando trolox. (Fuente: Autor). 
 
Partiendo de los datos obtenidos del porcentaje de captación del radical catiónico 
Acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS*+), se construyó una 
curva de referencia (Grafica 8) que permite verificar la dependencia lineal del 
porcentaje de captación del radical ABTS*+ Vs la concentración del trolox, 
obteniéndose un R2 de 0,968, el cual nos permite calcular el porcentaje de 
concentración efectiva 50 (IC50) por medio de la ecuación de la gráfica 8. 
 
Concentración 
mg/ L MeOH 
Log Concentración A inicial A final 
% de captación de 
ABTS*+ 
0,625 - 0,20 0,766 0,543 29,11 
6.25 0,80 0,762 0,140 81,63 
12,5 1,10 0,768 0,012 98,44 
25 1,40 0,768 0,010 98,69 
Tabla 14. Porcentaje de captación del radical ABTS*+ empleando ácido ascórbico. (Fuente: Autor). 
 
Debido a que se va a evaluar la capacidad antioxidante de extractos vegetales, se 
realiza la curva de referencia con ácido ascórbico, como antioxidante de referencia 
con concentraciones de 0.625, 6.25, 12.5 y 25 mg/Lde MeOH (Tabla 14). 
 
Concentración 
mg/ L MeOH 
Log Concentración A inicial A final 
% de captación de 
ABTS*+ 
0,625 - 0,20 0,788 0,567 28,05 
6.25 0,80 0,784 0,366 53,32 
12,5 1,10 0,794 0,148 81,36 
25 1,40 0,798 0,016 97,99 
Tabla 15. Porcentaje de captación del radical ABTS*+ * empleando rutina. (Fuente: Autor). 
Al igual que con el trolox y ácido ascórbico se realizó la curva de referencia con la 
rutina, partiendo de los datos de la tabla 15, y se realizó la curva de referencia 
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(Grafica 9) que permite verificar el porcentaje de captación del radical ABTS+* Vs 
la concentración de la Rutina obteniéndose un R2 de 0,9477. 
 
7.2.2 Coeficiente de inhibición IC50 
 
Como se calculó anteriormente para el método del DPPH*, el IC50 se calcula con 
la fórmula de la ecuación de la recta. 
 
7.2.2.1 IC50 Trolox 
 
Partiendo de los datos obtenidos de la captación del radical ABTS*+ causado por 
el trolox, se construyó la curva de referencia (Grafica 8) que permite verificar la 
dependencia lineal del porcentaje (%) de captación contra concentración de trolox 
obteniéndose un R2 de 0,968. La curva de referencia de trolox da una ecuación de 
recta y= 18,703 lnx + 34,205. 
Gráfica 7. Curva de referencia del porcentaje de captación del radical ABTS*+ v/s concentración de 
Trolox. (Fuente: Autor). 
 
 50 −34.205
18.703
= 𝑒𝑥  Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentración, 
el resultado para el IC50 del trolox es de 2.32 mg/Lde metanol. 
 
7.2.2.2 IC50 Rutina. 
 
Según la gráfica 9, la curva de referencia de la rutina da la ecuación de la recta:  
y= 18,515 lnx + 33,184, y un R2 de 0,9477. 
 
 50 −33.184
18.515
= 𝑒𝑥  Obteniendo un IC50 de 2.48 miligramos de rutina por litro de 
metanol.T 
y = 18,703ln(x) + 34,205
R² = 0,968
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Gráfica 8. Curva de referencia del porcentaje de captación del radical ABTS*+ v/s concentración de 
rutina. (Fuente: Autor). 
 
 
7.2.2.3 IC50 Ácido Ascórbico 
 
Cómo se ha venido calculando el IC50 para los patrones, el del ácido ascórbico se 
obtuvo en base a la ecuación de la recta, de la gráfica 10. y = 19,848 lnx + 43,151 
y un R2: 0,953 
Gráfica 9. Curva de referencia del porcentaje de captación del radical ABTS*+ v/s concentración de 
ácido ascórbico. (Fuente: Autor). 
 
En la grafica anterior se observa el comportamiento del ácido ascórbico, 
 50 − 43.151
19.848
= 𝑒𝑥 Debido a que la curva se basa en el logaritmo de la concentración, 
el resultado obtenido de la concentración de ácido ascórbico es de 1,41 mg/Lde 
metanol. 
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7.2.3 Actividad antioxidante de los extractos de hojas de D. 
phylicoides (Kunth) Wedd 
 
Como se aplicó para el método de decoloración del radical DPPH*, para el método 
de decoloración del ABTS*+, se utilizaron las mismas concentraciones de los 
extractos (12,5, 25, 62,5, 125 y 250 miligramos por litros de MeOH). Para éste 
método también observamos que hay tendencia de mayor actividad antioxidante a 
medida que aumenta la concentración en las soluciones de los extractos. 
 
Concentración 
mg/ L MeOH 
Extracto Petrol  
 
Extracto 
Diclorometano 
 
Extracto Acetato de 
Etilo 
 
Extracto Etanol 
 
%  
captaciòn Error relativo 
%  
captaciòn Error relativo 
%  
captaciòn Error relativo 
%  
captaciòn Error relativo 
12,5 25,91 +/- 0,095 49,24 +/- 0,196 57,89 +/- 0,231 52,32 +/- 0,202 
25 29,56 +/- 0,115 60,15 +/- 0,204 77,65 +/- 0,307 77,00 +/- 0,298 
62,5 37,78 +/- 0,181 72,91 +/- 0,318 97,98 +/- 0,390 99,62 +/- 0,397 
125 46,18 +/- 0,181 79,69 +/- 0,318 97,48 +/- 0,388 99,75 +/- 0,396 
250 52,79 +/- 0,208 88,56 +/- 0,352 99,61 +/- 0,391 99,87 +/- 0,393 
Tabla 16. Porcentaje de Captación de ABTS*+ los extractos de hojas D. phylicoides (Kunth) Wedd. 
(Fuente: Autor). 
 
El extracto petrol presento menor actividad con respecto otras los extractos mas 
polares de hojas de D. phylicoides (Kunth) Wedd, por el método de ABTS*+  se 
nota mayor sensibilidad, en los solventes de mayor polaridad el porcentaje de 
captación supera el 53% en las concentraciones de 125 y 250 miligramos de 
extracto por litro de metanol. (Tabla 16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GGráfica 10. Comparación de los extractos de hojas de D. phylicoides (Kunth) Wedd, por el 
método decoloración del radical ABTS*+. (Fuente: Autor). 
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En la grafica anterior Se evidencia que a la concentración de 250 mg/Lde MeOH la 
el extracto etanolico presentan un porcentaje de captación de ABTS*+ mayor al 
99%. El extracto petrol a una concentración de 250ppm, solo alcanza a superar el 
53% de captación, lo que sugiere actividad antioxidante baja a esta concentración.  
 
7.2.4 Comparación del coeficiente de inhibición 50 (IC50) de 
extractos de hojas D. phylicoides (Kunth) Wedd, por el 
método de ABTS*+ 
 
Los resultados se compararon con los patrones usados para el método de 
decoloración del radical ABTS*+, el ácido ascórbico (1.41 mg/LMeOH), rutina (2.48 
mg/LMeOH) y trolox (2.32 mg/LMeOH), obteniéndose resultados que tienen mayor 
IC50 que el los patrones, concluyendo que la actividad antioxidante es baja en 
relación al ácido ascórbico, rutina y trolox. 
 
Extracto  IC50 (mg / L MeOH) 
Extracto Acetato de etilo  6.32 
Extracto Etanol  8.63 
Tabla 17. IC50 de extractos de hojas D. phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por el método de 
decoloración del radical ABTS*+. (Fuente: Autor). 
 
Se comparó los resultados obtenidos con el IC50 del ácido ascórbico, la rutina y el 
trolox, observándose que la extracto metanol y el extracto acetato de etilo 
presentan los menores IC50 para este método. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 11. Comparación IC50 de extractos de hojas de D. phylicoides (Kunth) Wedd, calculados 
por el método de decoloración ABTS*+. (Fuente: Autor). 
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En la anterior grafica se observa que por este ensayo los extracto evaluados 
presentan una capacidad antioxidante baja respecto al acido ascorbico,trolox y 
rutina.. 
 
7.2.5 Capacidad antioxidante de extractos de hojas D. phylicoides 
(Kunth) Wedd, por el ensayo ABTS*+. 
 
La capacidad antioxidante por este método es baja comparada con los patrones 
para todas las muestras evaluadas, el extracto acetato de etilo presenta un valor 
de 0.16 mg/L de metanol, comparada con el ácido ascórbico que alcanza un 0.65 
mg/L. 
 
Extracto  
Capacidad antioxidante  
(mg / L MeOH) 
Extracto Acetato de etilo  0,16 
Extracto Etanol  0,12 
Tabla 18. Capacidad antioxidante de extractos de hojas de D. phylicoides (Kunth) Wedd, 
calculados por el método de decoloración del radical ABTS*+. (Fuente: Autor). 
 
En la grafica 12. Se observa la comparación de la capacidad antioxidante de los 
extractos activos por este metodo, se evidencia que los patrones captan mas 
radicales libres en un gramos de muestra. Los extractos solo alcanza a captar 0.12 
y 0.16 miligramo por litro de metanol de radicales libres. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 12. Capacidad antioxidante de los extractos de hojas de D. phylicoides (Kunth) Wedd, 
calculados por el método de decoloración del radical ABTS. (Fuente: Autor). 
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7.2.6 Actividad antioxidante relativa (AAR). 
 
La actividad antioxidante relativa de los extractos de Diplostephium phylicoides 
(Kunth) Wedd, por el ensayo de ABTS*+, se calculó con la ecuación 3. El extracto 
que presento menor porcentaje de Actividad Antioxidante Relativa (AAR) fue la del 
extracto acetato de etilo con 272,4 de AAR con respecto al trolox, 254,8 AAR con 
respecto a la rutina, y 448,2 AAR con respecto al acido ascórbico, esto indica que 
para este ensayo de ABTS*+ las muestras evaluadas presentan una capacidad 
antioxidante baja, ya que los valores comparados con las muestras control son 
mas altos. (Tabla 19) 
 
Extracto  
AAR 
ácido ascórbico 
AAR 
rutina 
AAR 
trolox 
Extracto acetato de etilo  448,2 254,8 272,4 
Extracto etanol  612,1 348,0 372,0 
 
Tabla 19. AAR: actividad antioxidante relativa de extractos de hojas de Diplostephium phylicoides 
(Kunth) Wedd, calculados por el método de decoloración del radical ABTS*+. (Fuente: Autor). 
 
En la gráfica 15 se observa que la actividad antioxidante relativa para los extractos 
de hojas D. phylicoides (Kunth) Wedd por el ensayo de ABTS*+ los resultados 
comparados con la rutina son más bajos con respecto a las otras dos muestras 
control. El AAR de una sustancia a menor valor presenta mayor capacidad 
antioxidante. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 13. Comparación AAR: actividad antioxidante relativa de extractos de hojas de D. 
phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por el ensayo de ABTS*+. (Fuente: Autor). 
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7.3 Comparación del IC50 de extractos de hojas de  Diplostephium 
phylicoides (Kunth) Wedd,, calculados por los métodos de DPPH* y 
ABTS*+  
 
Se determinó la concentración media inhibitoria 50 (IC50) de la actividad 
antioxidante mediante por los ensayos DPPH* y ABTS*+ (Tabla 22) de los 
extractos de hojas Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, para el extracto 
acetato de etilo se encontró el mayor valor de IC50. Por el método de DPPH* el 
extracto total de etanol presenta el menor valor con un IC50 de 2.34 mg/L de 
metanol, siendo el extracto mas activa.  
 
Extracto  
IC50 (mg / L MeOH)  
DPPH* 
IC50 (mg / L MeOH) 
ABTS*+ 
Extracto acetato de etilo etilo 18,63 6.32 
Extracto etanol  2.34 8.63 
Tabla 20. Comparación IC50 en extractos de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, 
calculados por los métodos de decoloración del radical DPPH* y decoloración del radical ABTS*+. (Fuente: 
Autor). 
 
Por el metodo de ABTS*+ se obtuvieron resultados diferentes, en este método se 
presenta mayor sensibilidad ya que lo valores de IC50 son mas bajos comparados 
con los del ensayo de DPPH*, presentando. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 14. Comparación IC50 de extractos de hojas de D. phylicoides (Kunth) Wedd, calculados 
por los métodos DPPH* y ABTS*+. (Fuente: Autor). 
 
En la gráfica 14 se observa que en mayor parte los IC50 calculados por el método 
DPPH* las concentraciones son mayores que los calculados por el ensayo de 
ABTS*+. Siendo el ensayo ABTS*+ más sensible. Evidenciándose que el extracto 
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de etanol por el ensayo DPPH* tiene el IC50 más bajo, concluyendo que muestra 
evaluada presenta mejor actividad antioxidante por ambos métodos. 
 
7.4 Comparación de la actividad antioxidante relativa (AAR) de extractos 
de hojas de D. phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por los ensayos 
DPPH* y ABTS*+ comparadas con el ácido ascórbico 
 
Los porcentajes de actividad antioxidante relativa (AAR) evaluados con respecto al 
ácido ascórbico se relacionan en la tabla 23. Se evidencia que para el extracto 
etanolico determinado por el método de DDPH* la capacidad antioxidante es mas 
alta. 
 
Extracto  
AAR acido ascorbico  
DPPH*  
AAR acido ascorbico  
ABTS*+ 
Extracto Acetato de etilo  1648,67 448,2 
Extracto Etanol  207,08 612,1 
Tabla 21. Comparación de la Actividad Antioxidante Relativa (AAR) de extractos de hojas de D. 
phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por los ensayos DPPH* y ABTS*+ con respecto al ácido 
ascórbico. (Fuente: Autor). 
 
Por el ensayo de DDPH* en casi todas las muestras se obtuvieron porcentajes de 
actividad antioxidante relativa más altos con respecto al método ABTS*+, 
evidenciándose más sensibiliad por el ensayo de ABTS*+ para evaluar la 
capacidad antioxidante. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 15. Comparación de la Actividad Antioxidante Relativa (AAR) de extractos de hojas de D. 
phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por los ensayos DPPH* y ABTS*+ con respecto al ácido 
ascórbico. (Fuente: Autor). 
 
En la gráfica 15. Se observa que por el ensayo de DPPH* el extracto total de 
etanol tiene el mejor comportamiento con respecto a las otras muestras 
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evaluadas, traduciendo en una actividad antioxidante excelente con respecto a las 
otras muestras evaluadas.  
 
7.5 Comparación de la actividad antioxidante relativa (AAR) de extractos 
de hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por 
los ensayos de radical DPPH* y de ABTS*+ comparadas con la rutina 
 
Los datos de la actividad antioxidante realtiva (AAR) evaludas y comparadas con 
la rutina por ambos metodos, en ella podemos concluir que el extracto etilico 
presenta el menor valor de antioxidante relativa, ya que el valor por el ensayo 
DPPH* es 39,80, por el ensayo de  ABTS*+ la muestra con menor valor pero mejor 
actividas antioxidante relativa es el extracto acetato de etilo con un valor de 254,8 
AAR, concluyendo que estos extractos poseen una capacidad antioxidante buena 
respecto a las otras muestras. 
 
 
Extracto  
AAR rutina 
DPPH*  
AAR rutina 
ABTS*+ 
Extracto acetato de etilo  316,84 254,8 
Extracto etanol  39,80 348,0 
Tabla 22. Comparación de la Actividad Antioxidante Relativa (AAR) de extractos de hojas de 
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por los ensayos DPPH* y ABTS*+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 16. Comparación de la Actividad Antioxidante Relativa (AAR) de extractos de hojas de D. 
phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por los ensayos DPPH* y ABTS*+ con respecto a la Rutina. 
(Fuente: Autor). 
 
En la grafica 18. Se evidencia que el extracto de etanol presenta el mejor 
comportamiento con un porcentaje de AAR de 39,80 por el ensayo de DPPH* 
traduciéndose como el extracto con mayor capacidad antioxidante. AAR por el 
ensayo de DPPH* se observa que es mas sensible, esto por que se evidencia en 
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la grafica que en el porcentaje de las muestras evaludas es mayor la actividad 
antioxidante comparada con el ensayo de ABTS*+ Con la grafica concluimos que el 
ensayo de DPPH* es mas sensible que el método de ABTS*+ 
 
 
7.6 Comparación de la capacidad antioxidante de extractos de hojas de 
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por los ensayos 
DPPH* y ABTS*+  
 
Extracto  
Capacidad 
antioxidante DPPH* 
Capacidad 
antioxidante ABTS*+ 
Extracto acetato de etilo  0,05 0,10 
Extracto etanol  0,43 0,12 
Tabla 23. Comparación de la capacidad Actividad Antioxidante de extractos de hojas de 
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por los ensayos DPPH* y ABTS*+ 
 
La comparación de la capacidad antioxidante evaluada por ambos métodos 
concluye que el extracto total de etanol por el método de DPPH* presenta la 
mayor captación de radicales libres por miligramo de sustancia en un litro de 
metanol con un 0,43, esta capacidad es mayor evaluada frente a Rutina por el 
método de DPPH*, este extracto presenta la mejor capacidad antioxidante. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grafica 17. Comparación de la capacidad Actividad Antioxidante de extractos de hojas de D. 
phylicoides (Kunth) Wedd, calculados por los ensayos DPPH* y ABTS*+. (Fuente: Autor). 
 
En la anterior grafica se observa que la mayor capacidad antioxidante para las 
muestras de la investigación de los extractos de hojas de la especie vegetal 
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd corresponde a el extracto acetato de etilo 
por el método de DPPH*, para el extractos totales de etanol la capacidad 
antioxidante es mayor por el ensayo de ABTS*+. 
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CONCLUSIONES 
 
 
Los extractos con los solventes de mayor polaridad de las hojas de Diplostephium 
phylicoides (Kunth) Wedd, presentan actividad antioxidante, el extracto etanolico 
es la mas activa con IC50 2,34 mg/L MeOH, el extracto en AcOEt tiene IC50 18,63 
mg/L MeOH, estos valores fueron calculados por el ensayo de DPPH*.  
 
Por el ensayo de DPPH*, el extracto en etanol de las hojas de Diplostephium 
phylicoides (Kunth) Wedd tiene actividad antioxidante mayor que la rutina, esto lo 
calculamos por el resultado de la capacidad antioxidante, esta muestra no supera 
la actividad antioxidante del acido ascórbico.  
 
Los extractos polares de las hojas de Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, 
tienen actividad antioxidante, el extracto etanolico con IC50 8,63 mg/L, el extracto 
AcOEt tiene IC50 6,32 mg/L, estos valores obtenidos por e ensayo de ABTS*+. 
 
El extracto de etanol presenta el mejor comportamiento con un porcentaje de AAR 
de 39,80 comparado con el patrón rutina por el ensayo de DPPH* traduciéndose 
como el extracto con mayor capacidad antioxidante. AAR por el ensayo de DPPH* 
se observa que es mas sensible, debido a que en porcentaje de las muestras 
evaludas es mayor la actividad antioxidante comparada con el ensayo de ABTS*+. 
 
Los extractos con solventes de baja polaridad (Éter de petróleo y diclorometano) 
de hojas Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, no presentan actividad 
antioxidante al evaluarse por los ensayos de DPPH* y ABTS*+. 
 
Los resultados obtenidos por los métodos de DPPH* y ABTS*+ de hojas 
Diplostephium phylicoides (Kunth) Wedd, cuantifican todas las moléculas 
antioxidantes presentes. Los extractos que presentan mejor actividad antioxidante 
son extractos Etanol y AcOEt la diferencia de los resultados de los dos métodos se 
encuentra en la solubilidad donde DPPH* es soluble en medio polar antioxidantes 
hidrofilicos y ABTS*+ presenta solubilidad en medio polar y apolar evaluando 
antioxidantes hidrofilicos y liposolubles 
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RECOMENDACIONES 
 
 
La implementación de métodos de actividad antioxidante vía atrapamiento de 
radicales usando la técnica de espectrometría molecular ultravioleta-visible es una 
alternativa rápida, viable y económica para realizar estudios biodirigidos de 
extractos totales y compuestos activos de plantas promisorias donde su aplicación 
se oriente hacia la industria de alimentos, farmacéutica, cosmética, polímeros y 
combustibles, entre otras. 
 
Los resultados de AAR muestran que la especie Diplostephium phylicoides (Kunth) 
Wedd es un planta promisoria en principios activos, por ello es importante evaluar 
otro tipo de actividades como antibacterial, antifúngica, citotóxica, entre otras. 
 
Purificar los compuestos del extracto etanolico y extracto acetato de etilo; y 
posteriormente realizar caracterización mediante la obtención de derivados 
tiometilados usando GC-EM, RMN-1H y RMN-13C, para ubicar la posición de los 
dobles enlaces de los Flavonoides. 
 
Implementar la técnica de Voltametría Cíclica (Voltamperometría) como medida de 
la actividad antioxidante, puesto que los métodos electroquímicos ofrecen mayor 
sensibilidad. 
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ANEXOS 
 
Cinéticas comparativas entre ambos métodos de decoloración de los radicales 
ABTS*+ y DPPH*, realizados para extractos de hojas Diplostephium phylicoides 
(Kunth) Wedd 
 
 
Anexo 1. Cinética del Ácido Ascórbico, tiempo vs absorbancia ensayo 
DPPH*. (Fuente: Autor) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 2. Cinética de la Rutina, tiempo vs absorbancia ensayo DPPH*. 
(Fuente: Autor) 
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Anexo 3. Cinética el extracto acetato de etilo, tiempo vs absorbancia ensayo 
DPPH*. (Fuente: Autor) 
 
Anexo 4. Cinética el extracto etanolico, tiempo vs absorbancia ensayo 
DPPH*. (Fuente: Autor) 
 
Anexo 5. Cinética Ácido Ascórbico, tiempo vs absorbancia ensayo ABTS*+. 
(Fuente: Autor) 
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Anexo 6. Cinética Rutina, tiempo vs absorbancia ensayo ABTS*+. (Fuente: 
Autor) 
 
Anexo 7. Cinética trolox, tiempo vs absorbancia ensayo ABTS*+. (Fuente: 
Autor)  
 
 
Anexo 8. Cinética el extracto acetato de etilo, tiempo vs absorbancia ensayo 
ABTS*+. (Fuente: Autor) 
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Anexo 9. Cinética del extracto etanolico, tiempo vs absorbancia ensayo 
ABTS*+. (Fuente: Autor) 
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